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(57) Abstract: The invention concerns a melhod for detecling molecular identification by electrochemiluminescence mediated on 
electronic conductive polymer. Said method comprises steps vi^hich consist in: a) providing a test support including one surface 
comprising a conductive polymer film, said film containing a probe molecule; b) marking prior to or after step c) the target molecule 
with an eleclrochemiluminescent marker; c) contacting the target molecule with the test support in physical and chemical conditions 
enabling molecular identification and specific linkage between the probe molecule and the target molecule; d) rinsing the lest support 
so as to eliminate excess electrochemiluminescent marker while preserving the specific linkage between the probe molecule and the 
target molecule of step c); and e) subjecting the rinsed lest support obtained at step d) to a reading of the signal of elecirochemilu. 
minescence enabled by electronic transfer between the target marker and the support via a redox relay. 
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(57) Abrege : La presente invention se rapporte a un precede de detection d'une reconnaissance moleculaire par electrochi mi lumi- 
nescence mediatee sur polymere conducteur electronique. Ce precede comprend les etapes consistant : a) a mettre en presence un 
support test comprenant une surface comporiant un film polymere conducteur, ledit film comportant une molecule sonde ; b)a mar- 
quer avant ou apres Tetape c) la molecule cible avec un marqueur electrochimiluminescent ; c) h mettre en contact la molecule cible 
avec le support test dans des conditions physiques et chimiques permettant la reconnaissance moleculaire et Fassemblage sp^ifique 
entre la molecule sonde et la molecule cible ; d) a rincer le support test de maniere a supprimer Pexc^ de marqueur Electrochimilu- 
minescent tout en preservant Tassemblage specifique entre la molecule sonde et la molecule cible de T^tape c) ; et e) a soumettre le 
support test rince obtenu a Tetape d) a une lecture du signal d'dlectrochtmiluminescence rendue possible par un transfcrt dlectronique 
entre le marqueur de la cible et le support via un relais r^dox. 
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DETECTION D'UNE RECONNAISSANCE MOLECULAIRE PAR 
ELECTROCHIMILUMINESCENCE SUR POLYMERE CONDUCTEUR 

DESCRIPTION 

Domaine technique 

La presente invention se rapporte a un procede de 
detection d'une reconnaissance moleculaire par 
€lectrochimi luminescence sur un polymere conducteur a 
conduction Slectronigue . Elle permet de maniere 
ggnSrale la detection quantitative et qualitative d'une 
reconnaissance moleculaire entre une premiere molecule 
fixee sur un support et une deuxieme molecule 
recherchee dans un 6chantillon. 

Elle conceme le domaine au sens large des 
15 capteurs et biopuces, en particulier ceux ou celles 
comprenant au .moins un film polymere conducteur 
electronique tel que le polypyrrole et leurs derives. 
Cette invention est relative a la detection par 
chimi luminescence elect rog^nSree ou 

20 electrochimiluminescence (ECL) via un relais pr6sentant 
des proprigtes d' oxydo- reduction, appele dans la 
presente « relais rgdox ». 

Selon 1' invention, la reconnaissance moleculaire 
peut §tre definie comme une interaction specifique 
25 entre deux molecules plus ou moins complexes, 
conduisant a une liaison ou assemblage des deux 
molecules suffisamment stable pour que les molecules 
puissent etre detectees lorsqu'elles sont liees. II 
peut s'agir par exemple d'une hybridation d'acides 
30 nucieiques (ADN et/ou ARN) , d'une reaction de 
reconnaissance de type antigene/anticorps, d'une 
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interaction de type prot6ine/prot6ine, d'une 
interaction sucre/proteine, d'une interaction de type 
enzyme /subst rat, d'une interaction de type ADN double 
brin/prot6ine, etc. 
5 Le precede de la presente invention trouve par 

exemple une application dans la detection dans le 
domaine des ^^Biopuces" au sens large c*est-a-dire des 
puces a acides nucleiques et des puces a proteines ou 
tous systgmes y compris mul tiparametriques pour I'Stude 

10 de la reconnaissance sonde-cible de substrats 
biologiques. II s'agit par exemple de la detection 
d* hybridation d' acides nucleiques sur support solide, 
en milieu aqueux ou a I'air, par exemple dans le cadre 
d'un criblage ("screening") ou d'une detection 

15 d' hybridation sur une biopuce. 

Le precede de la presente invention peut etre 
appii^JuS a toutes final ites de marquage sur des 
surfaces de polymeres conducteurs a conduction 
eiectronique par un systeme §lectrochimiluminescent . 

20 Dans la presente description, les references entre 

crochets [ ] renvoient k la liste de reference annexSe . 

Etat de la technique 

Les biocapteurs miniaturises ou bfopuces sont 
25 actuellement I'objet d'enjeux economiques majeurs. Get 
attrait s'explique par leur capacite de pouvoir 
realiser des milliers d' analyses en parallSle ainsi que 
par leur vaste champ d' application touchant a la fois 
le domaine du diagnostic medical, du controle 
30 environnemental et agro-alimentaire , ainsi que celui de 
la pharmacologie- 
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Ces systemes sont const ituSs de molecules sondes, 
gSngralement de molecules biologiques telles que des 
fragments d'ADN. ou plus g^ngralement des fragments 
d' oligonucleotides (ou ODN) , immobilisSes sur de tres 
5 petites surfaces. Ces sondes, de par leur capacity de 
reconnaltre sp6cif iquement des entitgs biologiques 
donn€es, appelees molecules cibles, comme des brins 
d'ADN ou d'ODN compl6mentaires, conferent au biocapteur 
une select ivite de reconnaissance. 
^° sensibility de ces biocapteurs depend en 

partie de la technique mise en oeuvre pour rgv^ler le 
phenomene de reconnaissance molecules sondes/molgcules 
cibles. 

De nombreux outils ont €te developpes pour 
15 dgtecter ces reconnaissances moleculaires . Certaines 
techniques utilisent des marqueurs fluorescent s qui 
off rent une grande sensibility de detection. Cependant, 
ces techniques necessitent une excitation laser des 
fluorophores greffes sur les biomolecules cibles qui 
peut s ' accompagner #galement par une fluorescence 
rgsiduelle parasite provenant de 1 ' illumination du 
support et des biomolecules. 

D'autres techniques utilisent des marqueurs 
eiectrochimiluminescents tels que le luminol et ses 
derives ou les composes organometalliques tel que le 
complexe Ru (2, 2 ' -bipyridine) 3=*, Ru(bpy)32* [l] et [2]. 
Malheureusement dans le cas du luminol et de ses 
derives, I'eiectrochimi luminescence (ECL) conduit a une 
destruction irreversible de la molecule de luminol ou 
de ses derives. L' emission de lumiere correspond alors 
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a un flash, son intensite diminuant rapidetnent dans le 
temps. 

Pour les marqueurs type Ru(bpy)3^*, 1' emission de 
luminescence ne s'accompagne pas de la destruction du 
5 luminophore, le complexe Ru(bpy)3^* etant regenerg, mais 
sent utilisation ne peut malheureusement pas se faire 
sur tout type de support. 

L' electrochimiluminescence du Ru(bpy)3^* est 
induite par la dgsactivat.ion du complexe ^ I'Stat 
10 excite Ru(bpy)3^**. 

Ce complexe peut-etre form^ suivant une premiere 
voie par la reaction d' annihilation, reaction (3) ci- 
dessous, entre le Ru(bpy)3^* et le Ru(bpy)3^* ; chacune 
de ces deux espSces etant electrogen^ree a partir du 
15 complexe Ru(bpy)3^*, respectivement par oxydation, 
decrite par la reaction (1) ci-dessous, et reduction, 
decrite par la reaction (2) ci-dessous, de ce dernier 
en appliquant alternativement , a une frequence de 
I'ordre de 0,2 Hz, un potentiel de +1,3 V et -1,3 V (vs 
2 0 Ag/AgCl) . 

Ru(bpy)3^^ -> Ru(bpy)3^* + e* (1) 

RuCbpyja^'' + e* -> Ru(bpy)3" (2) 

Ru(bpy)3^'' + Ru(bpy)3* -> Ru (bpy) 3"^*' (3) 

25 

Cette reaction d' annihilation (3) conduit a la 
formation du complexe ^ l'§tat excite Ru(bpy)3^** qui 
lors de sa d^sactivation, reaction (4) , emet sous forme 
de flash une lumiere centrSe a 610 nm en redonnant le 
30 complexe initial Ru(bpy)3^^. 
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Ru(bpy)22** _> Ru(bpy)32* h\ (4) 

Cette premiere voie ne concerne pas le proc#de de 
la prgsente invention. 
5 II est §galeraent possible, suivant une deuxieme 

voie, a partir du complexe Ru(bpy)3^^ d' observer une 
Emission permanente a 610 nm par 

glectrochimi luminescence en appliquant un potential 
constant de +1,3 V (vs Ag/AgCl) . Dans ce cas, la 

10 presence d'un co-substrat, appele aussi substrat 
sacrificiel, est alors requise. Ce compose qui peut- 
etre une amine aliphatique type tripropylamine (PraN) , 
comme le decrit le document [l] , genere un agent 
r#ducteur PrsN-CH^-CHj-CHa, comme le dgcrit la reaction 

15 (6) ci-dessous, qui peut soit reagir avec le complexe 
Ru(bpy)3^* pour former I'etat excite Ru (bpy) 3^*\ selon 
la reaction (7) ci-dessous, ou reduire I'espece 
Ru{bpy)32* en Ru (bpy) 3", selon la reaction (8) ci- 
dessous, pour conduire au Ru(bpy)3^** selon la reaction 

20 (3) ci-dessus. Comme precedemment , le complexe 
Ru(bpy)3^'' n'est pas epuis6 mais regenere lors de 
I'glectrochimiluminescence par centre le co- substrat 
est irr€versiblement consomme. 

25 Ru(bpy)3'* Ru(bpy)3'^ + e' (5) 

Ru(bpy)3^* + PraN -> Ru(bpy)3'" + PrjN-CH^-CHz-CHa + (6) 

Pr2N-CH*-CH2-CH3 + Ru(bpy)3^* + H2O ->Ru (bpy r3^** + Pr^NH 

+ Et-CHO + H* (7) 
30 Pr2N-CH*-CH2-CH3 + Ru(bpy)32* + H2O -> Ru (bpy) 3* + Pr2NH 

+ Et-CHO + (8) 
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Ru(bpy)3^* + Ru(bpy)3* ~> Ru(bpy)3^"* (3) 
Ru(bpy)3^** -> Ru{bpy)3^* + hX (4) 

C'est pourquoi par rapport au luminol ou ses 
5 d§riv6s les composes Ru(bpy)3^* sont des candidats plus 
attractifs en tant que marqueurs pour une detection par 
Slectrochimuluminescence . 

Malheureusement , les potent iels de lecture du 
signal emis pour les marqueurs gleet rochimi luminescent s 

10 tels que les complexes de ruthenium sont trop 61ev#s 
pour pouvoir etre utilises sur des films de polyradres 
conducteurs tels que ceux utilises pour la fabrication 
de la pluspart des capteurs et biopuces, par exemple 
tels que le polypyrrole dans les systemes MICAM (marque 

15 dgpos^e) . En effet, ces potentiels conduisent Sl une 
suroxydation du film de polymere conducteur qui perd 
alors ses propriet6s de conductivity Slectronique 
rendant le transfert §lectronique support/sonde 
insuffisant pour permettre une detection par ECL. 

20 Foster et coll. [3] ont elabore un capteur a base 

de Ru{bpy)3^* pour la detection d' ions oxalate. Dans ce 
cas, le complexe Ru{bpy)3^* est immobilise par un lien 
covalent dans une matrice poly (4 -vinylpyridine) . Le 
principe de la detection des oxalates repose sur la 

25 generation electrochimique de Ru (bpy) 3^* qui r^agit 
ensuite avec 1 ' analyte 0204^' pour conduire au complexe 
a I'etat excit§ Ru(bpy)3^**. Ce dernier 6met ensuite k 
610 nm lors de sa desactivation suivant 1^ reaction (4) 
ci-dessus . 

30 R. Blanchard et coll. [4] ont egalement developpS 

un capteur pour la detection d'ions oxalates en 
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piegeant Slectrostatiquement un d6riv6 du complexe 
Ru(bpy)3=* dans une matrice polymSre conducteur 
#lectronique. Le complexe de ruthenium sous sa forme 
sulfonique RuBPS (acide tris (4 . 7-diphenyl- 1 , 10- 
phgnantrolinedisulfonique) ruthenium II) est ins^rS en 
tant que centre- ion dopant dans la matrice polymdre 
(polyMPP) lors de son glectrosynthese via I'oxydation 
elect rochimique de monomeres l-mgthyl-3- (pyrrol-1- 
ylmethyDpyridinium chlorure (MPP) . En imposant a ce 
film RuBPS/polyMPP en presence d'ions oxalate, un 
potent iel de 1,250 V vs Ag/AgCl, une rgponse lumineuse 
par €lectrochimiluminescence est alors detectee . 

Cependant ces auteurs notent vine faible stability 
dans le temps du film RuBPS/PMPP resultant d'une 
15 solubilisation de ce polymere. En outre ils soulignent 
6galement la possibility d' Emission 

d' el ectrochimi luminescence du RuBPS a 1 ' interface de 
1' electrode consequence de son exclusion par diffusion 
de la matrice PMPP. 

2° ^^"s cet exemple, la sonde 

d'Slectrochimiluminescence est piggSe 

eiectrostatiquement a la surface de 1' Electrode. Cette 
mithode d' immobilisation pose done un probleme en terme 
de stabilite puisque les complexes de ruthenium peuvent 
etre exclus de la matrice polymere par simple 
diffusion. De plus, comme le montrent des gtudes 
r^alisees ^ partir de polypyrroles solubles 
fonctionnalisgs par des complexes polypyridyle de 
ruthenium II [5] , on peut envisager dans le cas de 
1' insertion des complexes Ru(bpy)32* dans une matrice 
polymere type polypyrrole, un effet de quenching de 
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I'gtat excite Ru(bpy)3'** induit par son confinement 
dans la matrice polymSre. On peut done penser que 
1' immobilisation du complexe Ru(bpy)32* par un lien 
Slectrostatique ou covalent dans un polymere est peu 
5 favorable S son emploi comme marqueur en vue d'une 
detection par eiectrochimiluminescence . 

Xu et coll. [6-7] ont adopte une autre demarche 
ou cette fois-ci la molecule cible est marquSe par la 
sonde d' glectrochimiluminescence . Cette demiere n'est 
10 done plus ins§r6e h 1' Electrode via une matrice 
polymdre comme pr#cedemment . Ces auteurs, pour 
contourner le probldme prgcitS de suroxydation du film 
de polymdre conducteur, ont applique cette detection 
par electrochimiluminescence ^ un biocapteur a ADN 
15 constitue de simples brins d'ADN immobilises sur une 
electrode recouverte par un film d'alcanebisphosphonate 
d' aluminium. Le phenomSne d'hybridation entre ces 
fragments d'ADN immobilises et des brins 
complementaires en solution a ete mis en evidence via 
20 electrochimiluminescence de complexes Ru(bpy)3=* soit 
inseres comme intercalant ou greffes prealablement sur 
les brins complementaires. 

II existe done un reel besoin d'une methode 
alternative de detection d'une reconnaissance 
25 moieculaire par electrochimiluminescence, qui puisse 
facilement etre raise en oeuvre, meme sur des capteurs et 
biopuces telles que les systemes MICAM (marque 
deposee) , et qui ne presente pas les incohvenients des 
techniques de I'art anterieur, et notamment, qui ne 
30 s'accompagne pas d'une destruction irreversible du 





wo 2004/005901 



PCT/FR2003/002058 



9 



10 



15 



20 



25 



marqueur €lectrochimiluminescent et surtout du film de 
polymere conducteur. 

EXPOSE DB L' INVENTION 

La presents invention a precisement pour but de 
fournir une telle methods alternative et de resoudre 
les probldmes prgcit^s de I'art antSrieur en 
fournissant un procedg de detection d'une 
reconnaissance moleculaire entre une molecule sonde 
fix§e sur un support et vine molgcule cible recherchee 
dans un 6chantillon a tester, ledit procede permettant 
en outre une detection qualitative et quantitative 
precise et sensible de la molecule, cible. lorsqu'elle 
est pr^sente dans un 6chantillon. 

Ledit procede de la presente invention comprend 
les 6tapes suivantes ; 

a) mettre en presence un support test comprenant 
une surface comportant un film polymere conducteur 
elect ronique sur lequel est fix^e une molecule sonde, 

b) marquer avant ou apres I'^tape c) la molecule 
cible avec un marqueur electrochimiluminescent , 

c) mettre en contact la molecule cible avec le 
support test dans des conditions physiques et chimiques 
permettant la reconnaissance mol6culaire et 
1' assemblage specif ique entre la molecule sonde et la 
mol§cule cible, 

d) rincer le support test de maniere a supprimer 
I'exces de marqueur Electrochimiluminescent tout en 
preservant 1' assemblage specif ique entre la molecule 
sonde et la molecule cible de I'Etape c) , et 
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e) soumettre le support test rinc6 obtenu S 
I'gtape d) a xine lecture du signal 

d'electrochimi luminescence d€clenchee par un transfert 
61ectronique entre le marqueur de la cible et le 
5 support en presence d'un relais redox. 

La detection d'une chimi luminescence a I'etape e) 
revele un assembJLage par reconnaissance moleculaire au 
sens pr^cite entre la molecule sonde fixee sur le 
support et la molecule cible recherch§e, et done la 

10 presence de la molecule cible dans 1' Schantillon teste. 

Dans le procede de la presente invention, la 
detection de la reconnaissance entre la molecule sonde 
et la molecule cible marquee est basee sur la 
chimi luminescence 61ectrog6neree, ou 

15 61ectrochimiluminescence (ECIi) . II s'agit d'une 
detection optique permettant de s'affranchir des 
inconvenients des precedes de I'art anterieur tout en 
conservant la sensibilite des detecteurs optiques. En 
effet, le d^clenchement ^lectrique de la 

20 chimi luminescence ne concerne que le marqueur 
chimi luminescent et non pas le support test ou les 
biomolecules . En. outre, ce nouveau mode de detection 
applique aux biopuces permet d'effectuer des mesures 
quantitatives de la reconnaissance molecules 

25 sondes/molecules cibles contrairement a la detection 
par fluorescence. De plus, 1' excitation par une 
impulsion electrique conforme k la prgsente invention 
permet un controle spatial et une mise en -CEuvre rapide 
et aisee tout en s ' af f ranchissant d'un appareillage 

30 couteux d' excitation laser utilise dans I'art 
anterieur. 
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La prSsente invention trouve done notamment une 
application dans le doinaine des biopuces, o\l le support 
sur lequel est d€pos§ le film conduct eur conf ormement a 
la pr€sente invention forme la biopuce. 
5 Selon 1' invention, le support peut etre un 

quelconque des supports utilises par I'homme du metier 
pour la fabrication de biopuces. A titre d'exemples non 
limitatifs, peuvent Stre utilises un support en m4tal 
tel que Au, Pt, etc. ; un support constitue d'un 
10 matSriau semi-conducteur ; vox support verre/ITO ; un 
support en verre ou quartz m6tallis6 ; un support 
plastique/lTO ; un support en plastique metallise ; un 
support en carbone vitreux ; ou un support form§ par 
d€p&t d'un mat#riau conducteur s6rigraphi6 sur un 
15 substrat isolant ou sur un des supports precites. 

Selon la prgsente invention, le film polymdre 
conducteur glectronique peut etre un film de polymdre 
conducteur tel que ceux utilises par I'homme du mitier 
pour la fabrication de biopuces sur lesquelles sont 
greffges des sondes. Par exemple le polymere peut etre 
un polymdre conducteur tel que ceux d^crits dans les 
« Techniques de I'Inggnieur » -A3140- sous la 
-denomination- « polymdres conducteurs ihtrinseques * : 
il s'agit de polymSres formes de mol6cules porteuses de 
liaisons conjugu6es (oligomeres ou r#seaux rgticulgs) 
et eventuellement dopes par des dopants donneurs ou 
accepteurs d'electrons tels que les poly ( acetylene ) , le 
poly(nitrure de souf re) , le polyph6nylene , le 
polypyrrole, le poly(sulfure de phenylene) , le 
polythiophene , le polyaniline etc. A titre d' exemple 
non limitatif, il peut s'agir d'un film de 
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polypyrrole ; de poly (3 , 4-ethyldnedioxythiophene) 

(PEDOT) ou de leur dSriv^s. 

Selon la pr6sente invention, le film polymere 
conducteur peut etre depose sur le support en utilisant 
5 les techniques classiques connues de I'homme du mgtier, 
par exemple 1 ' §lectrod^position ou 

I'^lectropolymerisation ou le depot par centrif ugation 
("spin coating") ou encore le jet d'encre. 

Selon 1' invention, le film polymere conducteur 
10 peut etre 61abor6 S partir de simples monomeres de type 
pyrrole ou d'oligomeres pr§-synthet ises comme des 
oligothiophenes, ainsi qu'a partir de systemes 
moleculaires plus complexes comme des unites 
complexantes ..de_ m^.taux de transition tels que les 
15 ph^nantrolines, la phenylpyridine, etc., portant des 
unites Slectropolymerisables ce qui conduit lors de 
1' elaboration du polymere a un reseau conjugu6. 

Selon 1' invention, la molecule sonde peut etre 
par exemple de I'ADN simple ou double brin, un 
20 oligonucleotide, un anticorps, une prot^ine, un sucre 
ou un enzyme, ainsi que toute molecule ou biomolecule 
permettant une reconnaissance specifique et xin 
assemblage tels que dSfinis ci-dessus. 

Selon I'invention, la fixation de la molecule 
25 sonde sur le film polymere conducteur peut se faire par 
les methodes classiques de chimie utilisees pour fixer 
des sondes sur une biopuce . La liaison entre le film et 
la sonde peut etre d' adsorption, electrostatique, 
chimique obtenue par auto-assemblage, silanisation, ou 
30 par toute m^thode chimique, electrochimique , 
photochimique, etc. connue de I'homme du metier pour le 
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d6p6t de la molScule sonde par exemple f onctionnalis6e 
par un groupement apportant la propri^te d' auto- 
assemblage, d'ancrage, de couplage, ou polymer i sable 
chimiquement. #lectrochimiquement , photochiiniquement ou 
5 glectrophotochimiquement par photosensibilisation. 

Selon 1' invention, liaison entre le film polymere 
conducteur glectronique deposg sur le support et la 
sonde peut Stre obtenue en une etape par exemple par le 
procidg Ml CAM (marque dgposee) . 
10 Les documents FR-A-2 787 581, FR-A-2 787 582 et 

US 5 810 989 dgcrivent par exemple des techniques de 
dgp6t de film et de fixation de molecules sondes 
utilisables dans la presente invention. II s'agit par 
exemple d' #lectro-copolymerisation sur un support, par 
15 exemple sur un substrat de silice, de monomgres 
prgcurseurs du polymere conducteur, tel que le pyrrole, 
avec des monomeres, par exemple de pyrrole, 
fonctionnalisgs par une molecule sonde selon la 
pr#sente invention, par exemple des oligonucleotides. 
Dans ces techniques, on exploite 1' adhesion du film 
conducteur de polypyrrole sur le substrat de fa^on a y 
realiser la fixation des molecules sondes de 
reconnaissance . 

Selon 1' invention, la sonde peut aussi etre fixee 
sur le film aprds son d€p6t sur le support par exemple 
par post- fonctionnalisat ion du film, par exemple de 
polypyrrole (Ppy) , depose par exemple par 
glectrogreffage sur le support, par un systeme de 
reconnaissance par affinity, par exemple un systeme 
avidine/biotine ou des systdmes equivalents, ou des 
derives de ces systemes. Ceci conduit par exemple aux 
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Structures support (S) -film conducteur-molScule sonde 
suivantes : S-PPy-ADN ;- S-PPy-biotine/avidine/biotine- 
ADN ; S-PPy-biotine/avidine-proteine ; S-PPy- 

biotine/avidine/biotine-anticorps, utilisables selon la 
5 presente invention. Ces structures sont par exemple 
utilisables sur un support (S) d'or (Au) ou de silice, 
ou sur tout support precit^ permettant le greffage du 
polymere conducteur . 

Cette fixation peut se f aire par exemple avec 

10 adressage des sondes. Il s'agit par exemple d'un 
adressage photochimique , d'un adressage m€canic[ue, par 
exemple par micropipetage a I'aide d'un robot 
disperseur, ou d'un adressage electrochimique . Ces 
techniques de fixation de sondes sur un film polymere 

15 sont connues de I'homme du mStier. L* adressage pr§sente 
I'avantage qu'il permet ensuite des analyses 
multiparametriques . 

L'ancrage de la molecule sonde peut se faire par 
simple couplage entre deux fonctions chimic[ues 

20 r^actives, par exemple type ester active et une amine, 
I'une de ces fonctions €tant portee par la molecule 
sonde et 1' autre ancrSe sur le film. Le couplage 
chimique sonde/ film peut §tre empechg en bloquant la 
reactivity de la fonction chimique portee par le film. 

25 L' empechement peut §tre le^r&, « debloque », en rendant 
Sl nouveau la fonction reactive, ceci grSce par exemple 
a une activation electrochimique ou photochimique . A 
1' issue, le couplage de la molecule sonde sur le film 
est a nouveau possible. 

30 Selon 1' invention, le marquage de la cible par le 

marqueur electrochimi luminescent peut etre ant^rieur ou 
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posterieur a I'gtape c) de mise en contact de la 
molecule cible avec le support test. En d'autres 
termes, le marquage de la molecule cible peut etre 
effectuS soit sur 1 ' gchantillon k tester avant sa mise 
5 en contact avec le support test, c'est a dire avant que 
1 ' assemblage molecule sonde/mol6cule cible se fasse, 
soit sur le support test aprds I'etape c) de mise en 
contact de la molecule cible avec le support test, 
c'est a dire, lorsgue 1' assemblage molecule 
sonde/mol6cule cible s'est fait. L'homme du metier 
saura adapter le proc^de de la presente invention par 
exemple suivant le type de molecules sonde/cible mises 
en jeu. 

Selon 1' invention, le marqueur peut etre un des 

15 marqueurs electrochimiluminescents connus de I'homme du 
metier. II peut s'agir au sens large d'un marqueur 
ayant des propri€t6s d' electrochimiluminescence dont le 
potentiel de d^clenchement de 1 ' ECL en presence du co~ 
substrat, se situe dans un domaine de potentiel od le 

20 film polymSre conducteur pr6sente un effet de 
suroxydation. Cette suroxydation se manifeste par une 
degradation notable des proprietes de conductivit^s 
electroniques du film polymere conducteur. 

Avantageusement , le marqueur 

25 electrochimiluminescent peut etre un complexe 
organom^tallique. II peut etre choisi par exemple dans 
le groupe comprenant les complexes osmium et de 
ruthenium avec des ligands identiques ou differents de 
bi ou terpyridine et/ou de phenantroline et leurs 

30 derives ; un cryptate d' europium ou des esters 
d' acridinium. 
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Dans ce cas, le marquage de la cible peut se 
faire par liaison entre la cible et le complexe 
metallique. Elle peut etre directe par couplage 
chimique, comme par exemple entre le complexe 
metallique portant une fonction ester active et la 
molecule cible possSdant une fonction terminale amine 
NH2 , ou par le biais d'un couplage par affinity de type 
biotine/avidine , par exemple ADNcibie-biot ine/avidine- 
mgtal . Des protocoles de marquage de la cible 
utilisables dans la pr6sente invention sont decrits par 
exemple dans les documents [1] et [2]. 

Dans le procede de la presente invention, le 
relais redox a pour but, dans I'gtape e) , de pouvoir 
declencher 1 ' §lectrochimi luminescence du marqueur a un 
potentiel infSrieur a celui applique en 1' absence de 
relais redox par transfert des electrons du marqueur 
vers le film polymere deposS sur le support. II agit 
comme un relais r^dox entre le marqueur et le film, et 
abaisse le potentiel de lecture de 

1 ' eiectrochimiluminescence . Ainsi, le potentiel de 
lecture de 1 ' electrochimiluminescence Stant inf6rieur a 
celui qui devrait etre utilise pour le marquer seul, le 
film polymere conduceur est preserve de la suroxydation 
et done de la degradation notable de ses propri§tes de 
conductivites electroniques . 

Ce relais redox peut etre en solution, ou 
immobilisS, par exemple par greffage, sur le support 
avec le film ou avec 1' assemblage r^s^ltant de la 
reconnaissance moleculaire entre la sonde et la cible, 
par exemple sous la forme d' intercalant possedant des 
proprietes redox ou comportant des groupements redox. 
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L'homme du metier saura adapter le proc^dg de la 
prgsente invention en fonction des molecules cibles et 
sondes en jeu. A titre d'exemples non limitatifs. il 
peut etre choisi parroi : un groupement m#tallocene, par 
exemple un ferrocene ou un di ferrocene ; des complexes 
de m#taux de transition tel qu'un complexe de cobalt, 
ou d'autres metaux de transition ; un groupement de la 
famille de la phgnothiazine, du m€thylviologdne et de 
leurs derives respectifs ; ou des intercalants de I'ADN 
possSdant des propriStes redox ou comportant des 
groupements r€dox ; des amines aromatigues ou 
h€t6rocycles, etc. 

Dans certains cas, par exemple pour les complexes 
du ruthenium, la lecture du signal 

15 d'61ectrochimiluminescence d€clenchge par un transfert 
glectronique indirect entre le marqueur de la cible et 
le support via un relais rgdox peut devoir etre 
rgalisee en presence d'un substrat sacrificiel. Ce 
compose peut -etre par exemple un de ceux decrits dans 
le document [1] , par exemple une amine aliphatique 
telle que la tripropylamine (PrjN) qui genere un agent 
reducteur PraN-CH'-CH^-CHa, selon la reaction (6) ci- 
■dessus. qui peut soit r^agir avec le complexe Ru{bpy)3'* 
pour former I'gtat excite Ru(bpy)32**, selon la reaction 
25 (7) ci-dessus, ou r^duire I'espece Ru (bpy) 3^* en 
Ru{bpy)3*, selon la reaction (8) ci-dessus, pour 
conduire au Ru(bpy)3^** selon la rgaction (3) ci-dessus. 

Ainsi, le complexe Ru{bpy)32* n'est pas gpuisS 
mais rgg6n6re lors de 1 ' 61ectrochimiluminescence par 
centre le substrat sacrificiel est irrgversiblement 
consomro6 . 
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La figure 1 est une representation schgmatique 
d'un transfert §lectrbnique entre la molecule cible 
marquee et le support via le relais rSdox et le film 
conducteur electronique lors d'une lecture 

5 d'^lectrochimi luminescence conformement au procSde de 
la prSsente invention. Sur cette figure, « su » 
repr^sente le support, < f » le film conducteur 
Electronique, « li » la liaison film conducteur 
Slectronique/molgcule sonde, « s » la molecule sonde, 

10 « C » la molecule cible, « m » le marqueur, « t » la 
liaison entre la molecule cible et le marqueur, « e' » 
le transfert d' Electrons, « Mox/Mred » le relais (M) 
redox (ox = oxydant ; r€d = reducteur) permettant le 
transfert Electronique, et , « hv » 

15 1' Electroluminescence. La prEsence d'une eventuelle 
molecule sacrif icielle n'est pas reprEsentEe. 

L'Etape finale de lecture 

d' Elect rochimi luminescence peut etre realisEe au moyen 
d'un luminometre qui mesure I'intensitE de luminescence 

20 Emise, par exemple a 610 nm pour les complexes du 
ruthEnium. L' intensitE de luminescence Emise est 
proportionnelle S la concentration de molEcules cibles 
assemblEes aux molEcules sondes. 

Dans le procEdE de la prEsente invention, la 

25 dEtection directe, c'est k dire sans relais rEdox, est 
impossible ou tres difficile. En effet, comme illustre 
dans la partie art antErieur ci-dessus, le potential de 
dEclenchement de I'ECL sans relais" redox est 
incompatible avec les propriEtes de conduction 

30 Electronique du film de polymere tel que le pyrrole car 
situE dans un domaine de potentiel ou le pyrrole est 
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dans un 4tat de suroxydation avancge et done joue le 
rSle d'une couche quasi -pass ivante rendant le transfert 
41ectronique direct support/sonde insuffisant pour 
permettre la detection de I'ECL. 
5 Le potent iel de lecture de I'ECL dans le proc^dg 

de la pr^sente invention est abaisse, ce qui preserve 
le film de polymdre de sa suroxydation, et permet la 
lecture de I'ECL. 

Dans le precede de la pr#sente invention, le 
10 transfert elect ronique du support vers le marqueur 
^lectrochimilurainescent en presence du relais r6dox 
peut done s'effeetuer au travers d'un film polymere 
eonducteur electronique ce qui n'est pas . le cas dans 
les systemes d€velopp6s par Xu et coll. [6-7]. En effet 
15 pour ces systemes de I'art anterieur, I'ancrage du 
groupement electrochimiluminescent sur le support est 
realist par 1 ' intermediaire respectivement d'alcane 
bisphosphonate d' aluminium et d' aminohexane, couches 
qui sont non-conductrices . 

Dans la prgsente invention, 1 ' immobilisation du 
marqueur Electrochimiluminescent est realis^e 
specif iquement sur I'analyte cible contrairement aux 
procEd^s oO le complexe est immobilisg dans une matrice 
polymere sur 1' Electrode [3,4j. 

L'emploi d'un relais rEdox selon la presente 
invention favorise et rend possible le transfert 
Electronique support/ film eonducteur 

electronique/marqueur et done les performances de ce 
mode de detection par Electrochimiluminescence . 
^° plus, dans le procedE de la presente 

invention, le support peut prEsenter une double 
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fonction active permettant (i) 1 ' immobilisation 
eiectro-controlee de I'objet biologique au sein du film 
conducteur electronique et (ii) 1' activation en tant 
<3^e "dgclencheur" du processus 

5 d' electrochimiluminescence du marqueur 

^lectrochimiluminescent en presence du relais ce qui 
permet son application a un systeme multiparametrique 
(analyse en parallele, ou "multi -array" ) de type 
biopuce bas€e sur la technologic developp§e depuis 

10 plusieurs annees utilisant un r§seau d' Electrodes de 
type MICAM (marque d6pos€e) . 

Chaque plot composant une biopuce de type MICAM 
reconnaissant de maniere specifique une molecule 
particuliere, . par exemple une sequence d'ADN, les 

15 differentes molecules, par exemple diff^rentes 

sequences d'ADN, pr^sentes dans un echantillon donne 
peuvent etre d^tectees simultanement lors de 1' analyse. 
Pour 1' application de la presente invention, il suffit 
d'appliquer, soit de maniere s§quentielle, soit en 

20 parallele, k chacun des plots d'une telle biopuce, le 
potentiel de declenchement de 

1' electrochimiluminescence du marqueur en presence du 
relais redox. Ainsi, par exemple pour de I'ADN, d 
partir des plots qui presentent une luminescence, il 

25 est possible d' identifier les sequences d'ADN prSsentes 
dans I'analyte. Le support presente une double fonction 
active permettant (i) 1 ' immobilisation glectro- 
controlee de I'objet biologique sonde, dane cet exemple 
I'ADN, et (ii) 1' activation en tant que dgclencheur de 

30 1 ' electrochimiluminescence . 

La pr§sente invention permet done pour la 
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premiere fois la mise en oeuvre d'un precede 
d'electrochimiluminescence sur un systeme analyse en 
parallele ("multi-array") dans lequel le support 
d' immobilisation est aussi celui qui permet le 
5 declenchement de la chimi luminescence . 

L' application de la pr^sente invention a un 
systeme multiparam^trique permet en outre une lecture 
multiparam^trique et/ou en parallele que n' off re pas 
les dispositifs de positionnement successifs de I'art 
10 ant^rieur. 

De plus, le procedg de la presente invention 
permet d'effectuer des analyses quantitatives directes 
tout en ^liminant les problemes de bruit de fond 
inherents aux mesures par fluorescence. 

Enfin, dans la prSsente invention, 

1' immobilisation du marqueur est realis^e 

spgcifiquement sur la molecule cible contrairement aux 
proc§d^s de 1 ' art anterieur faisant intervenir des 
intercalants electrochimiluminescents dans le cas de 
20 biocapteurs a ADN. 

D'autres caract6ristiques et avantages 

apparaxtront encore a I'homme du metier dans les 
exemples suivants donnas a titre illustratif et non 
25 limitatif en rSf^rence a la figure annexee. 

Breve description de la figure 



30 



La figure 1 est une representation schematique du 
mecanisme react ionnel de la presente invention. 
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Exemples 

Exemple 1 : ELECTROCHIMI LUMINESCENCE du complexe 
Ru(bpy)3^* en solution sur tme electrode de platine 
5 recouverte ou non d'un film de polypyrrole . 

Les inventeurs entrepris I'^tude de 

1 ' electrochimi luminescence a partir du complexe 
trisbipyridine de ruthenium (Ru(bpy)3^*) en solution. 
Cette experience a ^te r#alis6e a partir d'une solution 

10 1 mM en Ru (bpy) 3^* + 50 raM de tripropylamine 
(TPA) + LiC104 0,1 M en milieu mixte CH3CH/H2O (50 : 50 
en volume) ou CH3CN pur sur une electrode de platine 
recouverte ou non d'un film de polypyrrole. 

Sur 1' Electrode nue, comme attendu, 1? emission 

15 lumineuse orange debute a partir d'une tension seuil de 
0,8 V dont I'intensite croit jusqu'^ 1,0 V pour se 
stabiliser dans la zone de potentiel explore jusqu'a 
1,2 V. 

Dans les memes conditions, mais en utilisant xine 
20 Electrode de platine recouverte d'un film homogene de 
polypyrrole d'^paisseur 0,08 |im (20 mC/cmM , aucune 
emission lumineuse est detectee jusqu'a un potentiel de 
1,2 V. 

25 Exemple 2 : ELECTROCHIMI LUMINESCENCE du Pu(bpy)3^* en 
Bolution en presence de N-methylphenothiazine ou de N- 
butylphenothiazine sulfonate de sodium sur une 
electrode de platine recouvert par un film de 
polypyrrole . 

30 Comme pour 1' exemple 1, 

1' electrochimi luminescence est etudi§e a partir du 
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complexe Ru(bpy)32* en solution et d'une electrode de 
platine recouverte par un film de polypyrrole 
(20 mC/cm') . si k la solution prgcedente (ImM en 
Ru(bpy)3** + 50 inM de tripropylamine (TPA) + LiClO* 
5 0,1 M dans CHaCN/HaO), on ajoute 2 mM de N- 
mgthylphgnothiazine, il est alors possible d' observer 
une emission luminescence orange centr^e a 610 nm 
typigue d' gleet rochimi luminescence du Ru(bpy)3^* sur 
cette Electrode recouverte du film de polypyrrole en 
10 appliquant seulement qu'un potentiel de 0,65 V. Cette 
Emission est constante tant que cette valeur de 
potentiel est impos6e. Par centre si le potentiel est 
ports a 1 V, c'est a dire au potentiel oO ee produit la 
Buroxydation du polypyrrole, cette emission disparait 
15 presque instantanSment et irreversiblement . 

Ainsi la presence d'un relais r^dox conformement 
a la pr^sente invention, par exemple la N- 
m6thylph€nothiazine dans cet exemple, permet d'abaisser 
le potentiel de declenchement de 

20 I'electrochimiluminescence du complexe Ru{bpy)3^* dans 
un domaine de potentiel oxi la matrice formant le film 
polymdre de polypyrrole n'est pas suroxydee, c'est a 
dire dans un domaine ou elle conserve ses propri6t6s de 
conductivity Slectronique . 
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RBVENDICATIONS 

1. Proc6d€ de detection d'une reconnaissance 
moleculaire entre une molecule sonde fix6e sur un 
5 support et une molecule cible recherchee dans un 
6chantillon a tester, ledit procede comprenant les 
Stapes suivantes : 

a) mettre en presence un support test comprenant 
une surface comportant un film polymere conducteur sur 

10 lequel est fix§e une molecule sonde, 

b) marquer avant ou aprds I'etape c) la molecule 
cible avec un marqueur electrochimiluminescent , 

c) mettre en contact la molecule cible avec le 
support test dans des conditions physiques et chimiques 

15 permettant la reconnaissance moleculaire et 
.1' assemblage specif ique entre la molecule sonde et la 
molecule cible, 

d) rincer le support test de maniere k supprimer 
I'exces de marqueur #lectrochimiluminescent tout en 

20 preservant 1' assemblage spgcifique entre la molecule 
sonde et la molecule cible de I'etape c) , et 

e) soumettre le support test rinc6 obtenu a 
■"^'^t^Pe . ^ lecture du signal 

d' ^lectrochimiluminescence declenchee par transf ert 
25 electronique indirect entre le marqueur de la cible et 
le support via un re la is r6dox. 

2. Proc^dg selon la revendication 1- dans lequel 
le film polymere conducteur est un film de polypyrrole, 
30 de poly (3,4-ethylenedioxythiophene) ou de leur d^riv^s. 
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3. Procede selon la revendication 1, dans lecpael 
la molecule sonde est choisie parmi de I'ADN simple ou 
double brin, un anticorps, une protSine ou un enzyme. 

5 4. ProcedS selon la revendication 1, dans lequel 

le marqueur 61ectrochimi luminescent est un complexe 
organoraStallique dont le potentiel de declenchement de 
1' §lectrochimiluminescence se situe dans xm domaine de 
potentiel oQ le film polymdre conducteur elect ronique 
10 prSsente xm effet de suroxydation. 

5. Precede selon la revendication 1, dans lequel 
le marqueur elect rochimi luminescent est choisi dans le 
groupe comprenant les complexes d' osmium et de 
15 ruthenium avec des ligands identiques ou diff^rents de 
bi ou terpyridine et/ou de phenantroline et leurs 
derives ; xin cryptate d' europium ou des esters 
d' acridinium. 

20 6. Precede selon la revendication 4 ou 5, dans 

lequel la lecture du signal d' electrochimi luminescence 
d^clenchSe par transfert electronique entre le marqueur 
de la cible et le support via xm relais rSdox est 
realis^e en presence d'un substrat sacrificiel. 

25 

7. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel, le relais redox est choisi parmi un groupement 
metallocdne tel que le ferrocene ou le -diferrocene ; 
des complexes de m^taux de transition tels qu'xin 
30 complexe de cobalt ; un groupement de la f ami lie de la 
phgnothiazine, du mgthylviologene et de leurs derives 
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respectifs ; ou des intercalants de I'ADN possgdant des 
propriet6s rgdox ou comportant des groupements redox ; 
ainsi que des amines aromatigues ou het^rocycles . 

5 8. Procede selon la revendication 1, dans lequel 

le relais redox est en solution ; greff§ au film 
conducteur a conduction electronique ou a la molecule 
sonde ; ou sous la foarme d' intercalant de la molecule 
sonde possedant des propri^tes redox ou comportant des 
10 groupements redox, 

9. Procede selon la revendication 1, dans lequel 
le film polymere conducteur est un film de polypyrrole, 
le marqueur ^lectrochimiluminescent est un complexe de 

15 ruthenium, le relais redox est une 

N-methylphenothiazine, et dans lequel la lecture du 
signal d' electrochimiluminescence rendue possible par 
transfert electronique entre le marqueur de la cible et 
le support via le relais r#dox est realisee en presence 

20 d'une amine aliphatique telle que la tripropylamine . 

10. Proc6d^ selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, dans lequel le support est un 
support multipararaetrique . 



25 



11. Utilisation d'un proc6d§ selon la 
revendication 1, pour realiser une analyse quantitative 
ou qualitative d'une molecule cible presente dans un 
ichantillon. 
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12. Utilisation d'un procedS selon I'une 
quelconque des revendi cat ions 1^9, dans un systeme 
d' analyse multiparamgtrique et/ou en parallele. 
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